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© Neue cyclische Parathormonfragmente, Verfahren zu deren Herstellung und diese enthaltende Arzneimittel 

© Die Erfindung botrifft neue cyclische Parathormonfrag- 
mente, Verfahren zu deren Harstellung sowie Arzneimittel, 
die diese Parathormonfragmente onthalten. Die cyclischen 
Parathormonfragmento umfassen die Aminosauresequenzen 
von hPTH(1-34), bPTH(1-34), pPTH(1-34), rPTH(1-34) Oder 
cPTH{1-34), die am C-terminalen Ende gegebenenfalls um 
bis zu vier Aminosauren verlangert und am N-terminalen 
Ende gegebenenfalls um bis zu drei Aminosauren verkurzt 
sein konnen, wobei die Cyclisierung jeweils zwischen den 
Aminosauren dor Positionen 13 und 17 voriiegt und entweder 
dio Aminosaure in Position 13 L-Orn, D-Orn, L-Lys oder 
D-Lys ist. wahrend die Aminosaure in Position 17 L-Glu, 
D-Glu, L-Asp Oder D-Asp ist 
oder 

dio Aminosaure in Position 13 L-Glu. D-Glu, L-Asp oder 
D-Asp ist, wahrend die Aminosaure in Position 17 L-Orn, 
f D-Orn, L-Lys oder D-Lys ist. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Parathormonfragmente, Verfahren zu deren Herstellung sowie 
Arzneimittel, die diese enthalten. . . 

Das Parathyroidhormon (PTH), ein Hormon (84 Aminosauren) der NebenschilddrQsen^ ist ein wicntiger 
Regulator zur Aufrechterhaltung des Calciumspiegels im Korper. PTH kann die Knochenbildung oder Kno- 
chenresorption stimulieren. Es wirkt dabei als regulatorisches Hormon auf eine Reihe von Enzymcn . unter 
anderem auf die Ornithindecarboxylase und Adenylatcyclase (cAMP-Synthesc). PTH mobihsiert bci Calcium- 
Mangel Calcium aus dem ICnochen, verringert die Calciumausscheidung der Nieren und verbcssert gleichze.tig 
die Resorption von Calcium aus dem Darm durch erhohte Synthese von l,25-(OH)2D3. Durch die Wirkung auf 
diese Zielorgane wird eine Normalisierung des Calciumspiegels errcicht Umgekehrt wird bci erhOhtem Calci- 
umspiegel der Einbau von Calcium in den ICnochen stimuliert Ferner zeigt PTH einen mitogenen Effekt, 
insbesondere eine Stimulation von Osteoblasten und Chondrocytes t . 

Aus der DE-OS 37 25 319 ist ferner bekannt, daB die oben genannten Effekte durch etnen speziellen Bereich 
des PTH bewirkt werden und daB es mSglich ist, durch Gabe von PTH- Fragmented welche diescm Bereich 
entsprechen, die gleiche Wirkung zu erzielen (siehe auch S6mjen et aU Biochem. J. 272, 781 -5 i (1990); Shurtz- 
Swirski et al. Acta Endocrinol 122, 217-26 (1990) und Potts et al. Adv. in Protein Chem. 35 323-96 (1982)). 
Dieser Uteratur ist auch zu entnehmen, wie solche PTH-Fragmente hergestellt und varuert werden konnen, 
wobei sowohl cine Spaltung des natUrlich vorkommenden PTH als auch chemisch-synthetische oder gentechm- 

^HcTtil^ tagliche uc. Injektionen von bPTH(i-84) oder hPTH(l-34) sowohl zu einer 

Erhdhung des Gesamtcalciums als auch des Aschgewichts in normalen und osteoporottschen Ratten fuhrten 
(Clin. Sciences 62, 389-96, 1982). Liu et al konnten zeigen, daB der durch Ovariektomie in erwachsenen Ratten 
herbeigcfuhrte trabekulare FCnochenverlust von 47% in der Metaphyse der proximalen Tibia nut wneragnifika- 
ten Erhdhung der Osteoblasten- und Osteoclastenzahl einhergeht Tagliche s.c. Injektionen von hPTH(l-34) 
fuhrten zu einer vollstandigen Kompensation des trabekularen Knochenabbaus und ergaben sogar erne hohere 
trabekulare ICnochenmasse als bei shamoperierten Kontrollen. Die Anzahl der Osteoblasten war gestiegen. 
wahrend die Zahl der Osteociasten abgcnommen hatte (JBMR 6 (10), 1071-80, 1991). Untersuchungen von 
Hock et al in gesunden erwachsenen mannlichcn Ratten ergaben, daB tSgliche s.c. Injektionen von hPTH(l-34) 
Qber 12 Tage zu einer Zunahme der Osteoblastenoberflache und des Calciums im trabekularen und kortikalen 
Knochen fuhrten. Das Trockengewicht, die Gesamtknochenmasse, das trabekulare fCnochenvolumen, sowie die 
DickeundAnzahlderTrabekelwarenerhdht(JBMR,7(l),65-71,1992). 

PTH-Fragmente sind insbesondere fur die Behandlung der Osteoporose interessant und spielen auch eine 
Rolle in der Physiologie der Haut (PNAS91 8014-6, 1994), mdem sie eine antiproliferative Wirkung auf die 
35 epidermale Zellproliferation zeigen. u- av u 

Allerdings hat sich bei der Behandlung der Osteoporose gezeigt, daB die Fragmente unterschiedlicn wtrksam 
sind und daB in einigen Fallen, z. B. bei der Anwendung des hPTH(l -34) beim Menschen die Wirkung bei emigcn 
Patienten positiv ist, bei anderen aber eine Vcrschlechterung der Calciumretention eintrat und die Gesamtkno- 
chenmasse wahrend dcr Behandlung zuruckging. Die Halbwertszeiten der bisher bekannten PTH-Fragmente 
40 sind auBerordentlich kur/. . 

Es ist deshalb die Aufgabe der Erfindung, neue PTH-Fragmente zur VerfUgung zu stellen, die erne verbesserte 
therapeutischc Wirkung, insbesondere bei der Regulierung des Calciumspiegels im Korper und beim Einbau von 
Calcium in den Knochen haben. AuBerdem sollen sich diese Fragmente mit einem relativ genngen Aufwand in 
guter Ausbeute herstellen lassen und gUnstige Halbwertszeiten aufweisen. Durch die antiproliferative Wirkung 
auf die epidermale Zellproliferation sollen die PTH-Fragmente auch fUr den klinischen Einsatz zur Behandlung 
von Hautkrankheiten, wie z. B. Psoriasis, verwendet werden k6nnen. 

Diese Aufgabe wird mit neuen cyclischen PTH- Fragment en gelost, die die Aminosauresequenzen von 
hPTH(l-34l bPTH(l-34), pPTH(l-34), rPTH(l-34) oder cPTH(l-34) umfassen, wobei das C-terminale Ende 
dieser Sequenzen gegebenenfalls urn bis zu 4 Aminosauren verlangert und das N-terminale Ende gegebenenfalls 
urn bis zu 3 Aminosauren verkurzt sein kann. wobei die Cyclisierung jeweils zwischen den Aminosauren der 
Positionen 1 3 und 1 7 vorliegt 

Im Sequenzprotokoll entspricht: 
SEQIDNO:l:hPTH(l-34), 
SEQ ID NO: 2: bPTH(l -34), 
55 SEQ ID NO: 3: rPTH(l-34), 
SEQIDNO:4:pPTH(l-34) 
und 

SEQIDNO:5:cPTH(l-34). 
Die Cyclisierung erfolgt jeweils Qber Xaa 13 -Xaa l 7 durch Lactamisierung, wobei 
60 Xaa 13 L-Om,D-Orn,L-LysoderD-LysdarsteUt 
und 

Xaa 17 L-Glu, D-Glu, L-Asp oder D-Asp ist 
oder 

Xaa 13 L—GIu, D—Glu, L— Asp oder D— Asp 
65 und 

Xaa 17 L-Orn, D-Orn, L-Lys oder D-Lys 

^ZuTsubilisierung der Peptide kann zusatzlich Methionin durch Norleucin ersetzt werden. Ein Austausch der 
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C-terminalen Aminosaure zur Stabilisicrung ist ebenfalls moglich, z. B. M Phe durch ^yr in hPTH(l-34). 

Die Carboxylgruppe der Aminosaure am C-terminalen Ende kann in freier Form oder in Form einen physiolo- 
gisch vertraglichen Alkali- oder Erdalkalisalzes, wie z. B. des Natrium-, KaJium- oder Calciumsalzes vorliegen. 
Die Carboxylgruppe kann auch amidiert sein und eine Gruppe der Formel — CONR'R 2 darstellen, wobei R l und 
R 2 gleich oder verschieden sind und Wasserstoff oder eine Ci-Cs-AIkylgruppe bedeuten. Insbesondcre kann 5 
einer der Reste R 1 oder R 2 Wasserstoff und der andere Methyl darstellen, oder beide Reste R 1 und R 2 bedeuten 
Methyl. 

Besonders bevorzugt in diesem Sinne sind die folgenden cyclischen Fragmente, insbesondere die entsprechen- 
den hPTH-Fragmente, als Carbonsauren oder Amide, deren Sequenzen im SequcnzprotokoH unter folgenden 
Nummern aufgefuhrt sind: 10 
SEOID NO: 6, 
SEQIDNO:7, 
SEQID NO: 8, 
SEO ID NO: 9, 

SEQID NO: 10, 15 
SEQ ID NO: 11, 
SEQID NO: 12, 
SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14. 

Die verwendeten Abkiirzungen und Dcfinitionen der Aminosauren wurden in Pure Appl. Chem. 31, 639—45 20 
(1972) und ibid 40, 277-90 (1974) empfohlen und stimmen mit den PCT-Regeln (W1PO Standard St23: Recom- 
mendation for the Presentation of Nucleotide and Amino Acid Sequences in Patent Applications and in 
Published Patent Documents) Qbcrein. Die Ein- bzw. Drci-Buchstabencodes sind wie folgt: 



Aminosaureabkurzungen 
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Aminosaure 



Drei-Buchstaben- Ein-Buchstaben- 
Symbol Symbol 
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Alanin Ala 

Arginin Arg 

Asparagin Asn 

Asparaginsaure Asp 

Cystein Cys 

Glutamin Gin 

Giutaminsaure Giu 

Glycin Gly 

Histidin His 

Isoleucin He 

Leucin Leu 

Lysin Lys 

Methionin Met 

Phenylalanin Phe 

Prolin Pro 

Serin Ser 

Threonin Thr 

Tryptophan Trp 

Tyrosin Tyr 

Valin Val 
andere Aminosauren aa 



L 

K 

M 

F 

P 

S 

T 

W 

Y 

V 

X 



A 
R 
N 
D 
C 
Q 
E 
G 
H 
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Die Abkiirzungen stehen fur L- Aminos au re n, falls keine weitere Spezifikation wie D- ° H dcr ^ L ;^ n e f^" 
wird Bestimmte Aminosauren, naturliche wie nichtnatiirliche, sind achiral, z. B. Glycia Bei der Darstcllung alter 
Peptide befindet sich das N-terminale Ende links und das C-terminate Ende rectus. Fur die nichtnaturhehen 
Aminosauren wurden folgende Abkurzungen verwendet: 
Orn Ornithin 

N Die^ifmdungsgemaBen PTH-Fragmente besitzen vorteilhafte therapeutische Eigenschaften. Insbesondere 
laBt sich mit ihnen nicht nur der Calciumspiegel im Kodcr regulieren, sondern auch der Einbau von Calcium in 
die Knochen gezielt fordern, weshalb sie den Verlauf der Osteoporose gunstig beeinflusscn bzw diese zum 
Stillstand bringen konnen. GegenOber den bekannten Fragmenten hPTTH (1-n) mit n = 34 35, 36, 37 oder 38 
besitzen die erfindungsgemaBen PTH-Fragmente eine uberraschcnd hohere Wirksamkeit , n ^ ^erschiedcnen 
Testsystemen, so daB sie fur eine therapeutische Anwendung besser geeignet sind als die bisher bekanntun 
Fragmente. Die Vorteile der neuen cyclisierten Fragmente sind insbesondere die foigenden: starkere Mitogem- 
tat und DNA-Syntheseleistung; geringere katabole, calciummobilisierende Wirkung; Steigcrung der Calciumre- 
tentionundverstarkterCalciumeinbauindenKjiochen.gOnstigereHalbwertszeiten. 

Gegenstand der Erfindung sind deshalb auch Arzneimittel. welche die erfindungsgemaBen Fragmente cinzeln 
Oder zusammen als aktiven Wirkstoff neben Qblichen Hilfs- und Zusatzstoffen enthalten, werden vorzugsweise 
parenteral (subcutan, intramuskular oder intravends) verabreicht. In Frage kommen aber auch aile sonst Obli- 
chen-Applikationsverfahren wie oral, rectal, buccal (einschlieBlich sublingual), pulmonal, transdermal, »ontopho- 
retisch, vaginal und intranasal Das Arzneimittel hat eine calciumregulierende Wirkung und fdrdcrt dabei in 
vorteilhafter Weisc den Einbau von Calcium in die Knochen. Vorteilhaf t fur die Anwendung dem Arzneimme s 
ist es, wenn es den Wirkstoff in Mengen von 0.002 bis 10 ug pro kg Korpergewicht pro Tag enthalL Eine gute 
Wirkung wird insbesondere dann erzielt, wenn die Dosis zwischen 0.1 und 5 ug pro kg KSrpergewicht pro Tag 

he Die erfindungsgemaBen PTH-Fragmente oder pharmakologisch vertraglichcn Salze hicrvon werden vorzugs- 
weise als sterile Lyophilisate gelagert und vor der Injektion mit ciner geeigneten isotonischen I^sung vermischL 
In dieser Form konnen die Fragmente dann injiziert, infundiert oder gegebcnenfalls auch durch die Schleimhaute 
absorbiert werden. Als Losungsmittel konnen die iiblichen, fur die Injektion oder lnfus.on geeigneten isotoni- 
schen, waBrigen Systeme, die die bei Injcktionslosungen iiblichen Zusatze wie Stab.l.sicrungsm.ttel und Lo- 
sungsvermittlcr enthalten, verwendet werden. Physiologische Kochsalzldsung oder gegebenenfalls durch Puffer 
isotonisch gestelltc Losungen werden in dicsem Fall bcvorzugt 

Zusatze sind z. B. Tartrat- oder Citratpuffer, Ethanol, Komplexbildner (wie Ethylendiammtetraessigsaurc und 
deren nichtoxische Salze), hochmolekulare Polymerc (wie flussiges Poly ethylenoxid) zur Viskos.tatsregelung. 
FlussiRe Tragerstoffe fur Injektionsl6sungen mussen steril sein und werden vorzugsweise in Ampullen abgefullt 
Feste Tragerstoffe sind z. B. Starke, Lactose, Mannit, Methytcellulose, Talkum, hochdisperse ICieselsauren, 
hohermolekulare Fettsaurcn (wie Stearinsaure), Gelanune, Agar-Agar. Calciumphosphat, Magnesiums tea rat, 
tierische und pflanzliche Fette, feste hochmolekulare polymcre (wie Polycthylenglykole); fur orale Application 
geeignete Zubereitungen kflnnen gcwunschtenfalls Geschmacks- und SuBstoffe enthalten. Fur die nasale Appli- 
cation kdnnen Surfactants zur Verbesserung der Absorption durch die nasale Sch leimhaut zugesetzt werden 
z.B.Cholsaure,TaurocholsaureChenodeo^ 

Cy Dietu X verabreichende Tagesdosis hangt von der Indikation ab. Bei der Prevention und TTicrapie der Osteopo- 
rose durch i.vAm. Injektion liegtsic im Bereich von 5 bis 500ug/Tag, bei taglicher subcutaner Injektion 
vorzugsweise bei 10 bis 1000 ug/Tag. Die Bestimmung der biologischen Aktivitat basiert auf Messungen gegen 
international Referenzpraparationen fur hPTH- Fragmente in einem gebrauchlichen biologischen Tcstverfan- 

^Gegen^d^ef Erfindung sind neben neuen cyclischen PTH- Fragment en und Arzneimitteln enthaltend diese 
Fragmente ferner Verfahren zur Herstellung dieser Fragmente, bei denen man die Fragmente in Festphasensyn- 
these aus geschiitzten, in den Fragmenten enthaltenen Aminosauren herstellt. die in den Reihenfolgcn aneinan- 
der gekoppelt werden, welche den Aminosaurensequenzen in den Fragmenten entsprechen und welche gegebe- 
nenfalls durch entsprechende unnatOrliche Aminosauren erganzt wurden. 

Die Festphasen- und Flussigphasensynthese ist ein ubliches Verfahren zur Herstellung von cyclisierten Pepti- 
den. Urn das Verfahren fUr die Herstellung eines bestimmten Produktes im Hmblick auf die Reinhei des 
Rohproduktes und die Ausbeute zu optimieren. ist es crfbrderlich, die ProzeBparametcr und die verwendeten 
Materialien, beispielsweise die Materialien filr das Blockieren der Gruppcn, welche j nicht reagieren sollen. oder 
die Reagenzien, welche blockierende Materialien abspalten, an das herzustellende Produkt, anj ** 1^*""; 
den Zwischenprodukte bzw. Ausgangsmatertalien anzupassen. Diese Anpassung ist angesichts der Interpenuenz 
der vielen Verfahrens parameter nicht einfach. - ^v M „ v,„^™ 

Die erfindungsgemaBen PTH-Fragmente kdnnen nach den in der Peptidsynthcse ubl.chen Verfahren herge- 
steU werden. wif sie z B. in j.M. Stewart und j.D. Young "Solid Phase Peptide Synthesis" 2n ^ Pierce 
Chemical Col Rochford, Illinois (1984) und j. Me.enhofer -Hormonal ^^^^^ 
Press New York (1973) fur die Fest phase nsynthese und E Schroder und K. Lubke The Peptides , vol i, 
Academic Press, New York, (1965) fur die FlUssigsyn these beschrieben worden sind. 

Im allgemeinen wegen be der Synthese von Peptiden geschatztc Aminosauren zu emer wachsenden Peptid- 
kette aa^ie^n. Die erfte Aminosaure ist entweder an der Aminogruppe oder der Carboxylgruppe sowie ^an 
iW^rrSktlven Gruppe in der Seitenkette geschutzt Diese geschutzte Aminosaure wird entweder an i e men 
Kn TVter gekoppelt kann aber auch in Losung eingesetzt werden. Die nachste Ammosaure in ^r Pep dse- 
queTwiJo pasiend geschUtzt und unter Bedingungen, welche die Ausbildung einer Amidbmdung begunst.gen. 
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zu der ersten gegebcn. Nachdem alle gewiinschten Aminosauren in der richtigen sequcntiellen Folge gekuppelt 
wurden, werden die Schutzgruppen und gegebenenfalls die Tragphase abgespalten. Das erhaltenc rohe Polypep- 
tid wird entsalzt und vorzugsweise chromatographisch zum Endprodukt gereinigt 

Eine bevorzugte Methode zur Darstellung von Analoga physiologisch aktiver Polypeptide, mit weniger ais 
etwa vierzig Aminosauren, ist die Festphasenpeptidsynthese. Bei dieser Methode werden die a-Aminofunktio- 5 
nen (N a ) und jegliche reaktive Seitenkctten mit sSure- oder basenlabilen Gruppen geschUtzt Die verwendeten 
Schutzgruppen sollten unter den Bedingungen der Knupfung von Amidbindungen stabil sein, sich danach aber 
leicht abspalten lassen ohne die entstandene Polypeptidkette zu beeintrachtigen. Zu den geeigneten Schutzgrup- 
pen fiir die a-Aminofunktion gehbren die folgenden Gruppen, sind aber nicht auf diese limitiert: t-Butyloxycar- 
bonyl (Boc), Benzyloxycarbonyl (Z), o-Chlorbenzyloxycarbonyl, Biphenylisopropyloxycarbonyl, tert-Amylox- io 
ycarbonyl(Amoc), c^a-Dimethyi^-dimethoxybenzyloxycarbonyl, o-NitrosuIfenyl, 2-Cyano-t-butoxycarbon-yl, 
9-Fluorenyl-methoxycarbonyl (Fmoc), l-(4,4-dimethyl-2,6-dioxocylo-hex-l-ylidcn)ethyl (Dde) und ahnliche. Vor- 
zugsweise wird t-Butyloxycarbonyl (Boc) als N a -Schutzgruppe eingesetzt 

Zu den geeigneten Seitenkettenschutzgruppen gehoren die folgenden, sind aber nicht auf diese limitiert: 
Acetyl, Allyl, Benzyl (Bzl), Benzyloxycarbonyl (Z), Bcnzyloxymethyl (Bom), o-Brombenzyloxycarbonyl, t-Butyl, is 
t-Butyldimethylsilyl, 2-Chlorbenzyl, 2-ChlorbenzyIoxycarbonyI (2-CIZ), 2,6-Dichlorbenzyl, Cyclohexyl, Cyclo- 
pentyl, l-(4 f 4-dimethyl~2,6-dioxocylohex-l yliden)ethyl (Dde), Isopropyi, 4-Methoxy-23,6-trimethyIbenzyl-sulfo- 
nyl (Mtr), 2 I 2,5 I 7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl (Pmc), Pivalyl,Tetrahydropyran-2-yl,Tosyl (Tos), 2,4,6-Trime- 
thoxybenzyl, Trimethylsilyl und Trityl (Trt). 

Bei der Festphasensynthese wird die C-terminale Aminosaure als erste an ein geeignctes Tragermaterial 20 
gekuppelt. Gecignete Tragermaterialicn sind solche, die inert gegen die Reagenzien und die Reaktionsbedingun- 
gen der schrittweisen Kondensations- und Abspaltungsreaktionen sind, und welche sich nicht in den benOtzten 
Reaktionsmedicn Idsen. Beispielc fiir kommcrziell erhaltliche Tragermaterialien sind Styrol/Divinylbenzol Co- 
polymerisate, welche mit reaktiven Gruppen und/oder Polyethylenglykol modifiziert wurden, so auch chlorme- 
thyliertes Styrol/Divinylbenzol Copolymer, hydroxy- oder aminomethyliertes Styrol/Di vinyl- benzol Copolymer 25 
und ahnliche. Mit 4-(Oxymcthyl)phenylacctamido-methyl (PAM) derivatisiertes Polystyrol(l%)divmylbenzol 
wird bevorzugt eingesetzt, falls die Peptidsaure dargestellt werden soil. Handelt es sich um das Peptidamid, so 
wird 4-Methyl-benzhydrilamin-polystyrol(l°/o)divinylbenzol bevorzugt 

Die AnknUpfung an das PAM-Harz kann durch Reaktion der N a -geschutzten Aminosaure, vorzugsweise der 
Boc- Aminosaure, in Form ihres Ammonium-, Caesium-, Triethylammmonium-, l,5-Diazabicyclo-[5.4.0.]-undec- 30 
5-en-, Tetra-methylammonium- oder eines a hn lichen Salzes, in Ethanol, Acetonitril, N,N-Dimethytformamid 
(DMF), Dichlormethan, Tetrahydrofuran, N-Methylpyrrolidon odor ahnlichen Solventien, vorzugsweise dem 
Caesium-Salz in DMF, mit dem Tragermaterial bei erhdhtcn Temperaturen, z. B. zwischen 40° C und 60° C, 
vorzugsweise bei 50° C, und Reaktionszeiten von 12 bis 72 Stunden, vorzugsweise etwa 48 Stunden, erreicht 
werden. 35 

Die Kupplung der N°-Boc-Aminosaure an das Benzhydrilamin-Harz kann beispielsweise mit Hilfe von 
Kupplungsreagenzien wie N.N'-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC), N,N'-Diisopropylcarbodiimid oder anderen 
Carbodiimiden, (in Gegenwart oder auch in Abwesenheit von 1-Hydroxybenzofriazol oder l-Hydrnxy-7-aza- 
benzo-friazol), 2-(lH-Benzotriazol-l-yl)-l,133-tetramethyluronium tetrafluoroborat (TBTU) oder anderen Uro- 
nium-SaJzen, O-Acyl-Harnstoffcn, Benzotriazol-l-yl-oxy-tris-pyrmlidino-phosphonium hexafluorophosphat w 
(PyBOP) oder anderen Phosphonium-Salzen, N-hydroxysuccinimiden, anderen N-Hydroxyimiden, oder Oxiracn, 
vorzugsweise DIC, bei Reaktionszeiten von 2 bis 24 Stunden, vorzugsweise 2 Stunden, und Temperaturen 
zwischen etwa 10°C und 50° C, vorzugsweise bei 25° C, in einem Ldsungsmittel wie Dimetkylformamid oder 
Dichlormethan, vorzugsweise Dichlormethan, durchgefuhrt werdea Anstelle der Kupplungsreagenzien kann 
auch der Aktivester (z. B. Pentafluorphenyl, p-Nitrophenyl oder ahnliche) oder das symmetrische Anhydrid der 45 
N°-Boc- Aminosaure unter den oben beschriebenen Bedingungen eingesetzt werdea 

Die sukzessive Kupplung der geschutzten Aminosauren kann nach den in der Peptidsyn these Oblichen 
Verfahren typischerweise in einem Peptidsynthese-Automaten durchgefQhrt werdea Nach Abspaltung der 
N a -Boc-Schutzgruppe der gekuppelten Aminosaure auf der Festphase mit Trifluorcssigsaurc (10% bis 50%), 
vorzugsweise 25%, in DichJormethan und nach Neutralisation mit Triethylarain oder einer ahnlichen Base, so 
vorzugsweise 5% Diisopropylethylamin (DIFA), wird die nachste geschOtzte Aminosaure vorzugsweise in 
einem 1,5 bis 3 fachem UberschuB in einem inerten, nichtwaBrigen, polaren Losungsmittel, wie Dichlormethan, 
DMF oder Mischungen aus beiden, vorzugsweise Dichlormethan, und Temperaturen von etwa 25° C an die 
vorhergehende gekoppelt Als Kupplungsreagenzien kommen die bei der Kupplung der ersten N a -Boc-Amino- 
saure an das Bcnzhydrilamin-Harz bereits erwahnten Reagenzien in Frage. Wlederum konnen alternativ auch 55 
Aktivester der geschutzten Aminosaure oder deren symmetrische Anhydride verwendet werden. 

Die Seitenkettcncyclisierung kann sowohl mit dem vom Tragermaterial abgespaltenen Peptid in der flQssigen 
Phase als auch mit dem an den Trager gebundcnen Peptid nach Aufbau der gesamten Sequenz oder dem Aufbau 
einer Teilsequcnz inclusive der beiden zu cyclisierenden Aminosauren in einem inerten, nichtwassrigen, polaren 
Losungsmittel, wie Dichlormethan, DMF oder Mischungen aus beiden, unter Verwendung der oben genannten 60 
Kupplungsreagenzien, Reaktionszeiten von 1 bis 12 Stunden, und geeigneten Schutzgruppen an den zu lactami- 
sierenden Seitenketten durchgefuhrt werden. 

Die verwendeten Schutzgruppen sollten unter den Bedingungen der Knupfung von Amidbindungen stabil 
sein, sich aber ohne Verlust der ubrigen Seitenkettenschutzgruppen in der Sequenz leicht abspalten lassen 
(Orthogonalitat). Als geeignete Schutzgruppe fOr die ci>-Aminofunktion kann z. B. Allyl oder 9-Fluorenylmcthox- 65 
ycarbonyl (Fmoc), vorzugsweise Fmoc, fiir die o>-Carboxyifunktion der Allylester oder der 9-Fluorenylmethyle- 
ster, vorzugsweise der 9-FluorenylmethyIestcr, verwendet werden. Die orthogonale EntschQtzung der zur 
Cyclisierung vorgesehenen Seitenketten kann dann durch Behandlung mit 10% bis 50% Piperidin in DMF, 



DE 195 08 672 Al 

vorzugsweise 20% Piperidin 1DMF, filr 5 bis 20 Minuten, vorzugsweise 2x2 Minuten und 1x15 Minuten, 
erfolgen. 

Vorzugsweise wird die Lactamisierung der Scitenketten auf dem polymeren Trager nach Aufbau des C-termi- 
nalen Teiles der Pcptidscquenz, inclusive der beiden Ober die jeweilige Seitenkette zu cyclisierenden Aminosau- 

5 ren, und der wie oben beschriebenen Abspaltung der orthogonalen Schutzgruppen, mit einem dreifachen 
QberschuQ an TBTU in 1.5% DIEA7DMF und Reaktionszeiten von 4 Stunden durchgefuhrt Nach erfolgtem 
RingschluB wird die rcstliche Peptidsequenz wie oben beschrieben sukzessive gekuppelt 

Am Ende der Festphasensynthese wird das vol) geschutzte Peptid vom Tragermatenal abgespalten. 1st das 
Peptid liber einen Benzylester mit der Festphase verbunden, und soil ein Peptid mit C-terminaler Alkylamidie- 

l0 rung erhalten werden, so kann die Abspaltung uber eine Arainolyse mit einem Alkylamin oder Fluoroalkylamin 
durchgefuhrt werden. Fur Peptide mit einem unsubstituierten C-terminalen Amid eignen sich zur Aminolyse 
beispielsweise Ammoniak/Mcthanol oder Ammoniak/Ethanol Gcmische. Hie Aminolyse wird bei Temperaturcn 
zwischen etwa - 10°C und 50° C, vorzugsweise etwa 25° C, und Reaktionszeiten zwischen ctwa 12 und 24 Stun- 
den, vorzugsweise etwa 18 Stunden, durchgefuhrt Peptide mit einer C-terminalen Carbonsaure konnen mit HF 

15 oder anderen stark sauren Medien oder durch Verseifung von der Festphase gespalten werden. Weiterhin kann 
das Peptid auch durch Umesterung, z. B. mit Methanol, gefolgt von einer Aminolyse oder Verseifung vom Trager 
gespalten werden. Das geschutzte Peptid kann durch Chromatographic uber Silicagel gereinigt werden. 

Die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen kann durch die Behandlung des geschQtztcn Peptides mit den 
folgenden Reagenzien erfolgen: Wasserf reies, fliissiges Hydrogenfluorid in Gegenwart von Anisol oder anderen 

20 Fangern (Scavengern) fOr Carbonium-lonen, HydrogenfluorioVPyridin Komplexe, Trifluormethansutfonsaure 
oder dercn Trimethylsilylester in Trifluoressigsaure in Gegenwart von Scavengern, Tris(tnfluoracetyl)bor in 
Trifluoressigsaure, Reduktion mit Wasserstoff und Palladium auf Aktivkohle oder Polyvinylpyrrolidone Reduk- 
tion mit Natrium in flQssigem Ammoniak. Vorzugsweise wird mit flGssigem Hydrogenfluorid und Anisol fur 
15 Minuten bis zu 2 Stunden, vorzugsweise etwa \J5 Stunden und bei Temperaturen zwischen etwa - 10°C und 

25 1 0°C vorzugsweise etwa 0°C,behandelt 

Fur Peptide, welche auf dem Benzhydrilamin-Harz synthetisiert wurden. kann die Abspaltung vom polymeren 
Trager und die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen in einem Schritt mit Hilfe von flussigem Hydrogen- 
fluorid und Anisol, wie oben beschrieben, erfolgen. 

Die erhaltene Losung kann entsalzt werden (z. B. mit BioRad AG-3® Anionen Austauscher) und das erhaltene 

30 Peptid durch einzelne oder alle der folgenden chromatographischen Methoden gereinigt werden: Ionenaus- 
tausch uber ein schwach basisches Harz in der Acetat Form; hydrophobe Adsorptionschromatographie an mcht 
derivatisierten Polystyrol/Divinylbenzol-Copolymeren (z. B. Amberlite* XAD); Adsorptionschromatographie 
an Silicagel; lonenaustauschchromatographie an Carboxyraethylcellulose; Verteilungschromatographie, z. B. an 
Sephadex® G-25; Gegenstromverteilungschromatographie; oder Hochdruckflussigkeitschromatographie 

35 (HPLC), insbesondcre "reversedphase" HPLC an Octyl- oder Octadecylsilylsilica (ODS)-Phasen. 

Zusammenfassend beinhaltet ein Teil der vorliegenden Erfindung Vcrfahren zur Darstcllung von Polypepti- 
de^ insbesondcre seitenkettencyclisierten Polypeptides und deren pharmazeutisch verwendbaren Salzen. Die- 
sc Verfahrcn, welche zu physiologisch aktiven verkUrzten, seitenkettencyclisierten Homologen und Analogen 
von PTH, vorzugsweise PTH(l-34), fuhren, setzen sich aus Verfahrcn zur sequentiellen Condensation geschutz- 

40 ter Aminosauren auf einem geeigneten Tragermatenal, zur Lactamisierung der zu cyclisierenden Seitenketten- 
funktionen, zur Abspaltung des Tragers und der Schutzgruppen, und zur Reinigung der erhaltenen Rohpeptide 
zusammen. 

Die folgenden Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung, ohne sie darauf emzuschranken. 

45 Ausfuhrungsbeispiele 

Als analytische Methoden wurden wurden folgende Verfahrcn verwendet: Die Aminosaurenanalyse wurde 
mit einem Aminosaurenanalysator 420A der Firma Applied Biosystems (Weiterstadt) durchgefuhrt 50 bis 1000 
pmol der zu analysierenden Probe wurden in 10 bis 40u,l Ldsung auf den ProbenUager aufgetragen und 
50 anschlieBend vollautomatisch in der Gasphase bei 160°C mit 6N SalzsSurc 90 Minuten hydrolysiert, mit Phenyh- 
sothiocyanat derivatisiert und on-line uber cine Microbore-HPLC analysiert Massenspektroskopische Untersu- 
chungen wurden an einem API III Tripie-Quadmpol-Massenspekfrometer (SCIEX, Thornhill, Kanada) ausgcrti- 
stet mit Ionenspraylonenquelle durchgefuhrt. 
Die geschiitzten Aminosaurenderivate wurden von der Novabiochem GmbH (Bad Soden) bezogen. 

Beispiel 1 

Herstellungdes cyclischen hFrH(l-34)-Fragmentes derSequenz SEQ ID NO£ 
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SVSEIQLMHNLGOrnHLNEMERVEWLRKKLQDVHNF 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 



Orn His Leu Asn Glu Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

Beispiel 1 wurde in einem 0,5 mmol Ansatz nach der Festphasenmethode auf 4-{Oxymethyl)-phenylacetamido- 
methyl-polystyniI(l%)divmylbenzol an einem Peptidsynthescautomaten 430 A der Firma Applied Biosystems 
(Weiterstadt)synthetisiert Die a-Aminofunktionen waren t-Butyloxycarbonyl (Boc) geschutzt. Als Seitenketten- 
schutzgruppen wurden Benzyl (Bzl) fur Asp, Glu und Ser, tosyl (Tos) fur Arg, Benzyloxymethyl (Bom) fur His und 
2-Chlorbenzyloxycarbonyl (CI— Z) filr Lys verwendct Glu in Position 17 wurde als 9-FIuorenylmethylcster 
(OFm), Orn in Position 13 durch 9-FluorenyImethoxycarbonyI (Fmoc) geschutzt eingesetzt Die sequentielle 
Kupplung der Aminosauren erfolgte mit N, N-Diisopropylcarbodiimid 11-Hydroxy-benzotriazol (DIC/lHOBt) 
nach dem Standardverfahren von Steward und Young. Nach der ECupplung jcder Aminosaure wurde mit einer 
Mischung aus Acetanhydrid und Diisopropylethylamin in N-Methylpyrrolidon acetyliert Nach vollendeter 
Kupplung von Orn 13 wurde der sequentielle Aufbau der Peptidkette unterbrochen und die Seitenkettenschutz- 
gruppen N £ -Fmoc und [i-OFm der Aminosauren Orn 13 und Glu 17 mit 20% Piperidin in DMF abgespalten. Zur 
Cyclisierung wurde mitTBTU (1.5 mmol), HOBt (15 mmol) und DIEA (1% v/v) in DMF vcrsetzt und 4 Stunden 
geschuttelt Nach beendeter Cyclisierung wurde die restliche Peptidkette von Position 14 bis 1 sequentiell mit 
DlC/HOBt wie oben bcschrieben gekuppelt Die Abspaltung des Peptides vom polyraeren Trager unt.er gleich- 
zeitiger Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppcn erfolgte mit wasserfreiem HF (25 ml) in der Gegenwart von 
Anisol (2.5 ml) fur 30 min bei - 10°C und wciteren 60 min bei 0'C Nach Entfernen von HF am Vakuum wurde 
der RQckstand mit wasserfreiem Ether gewaschen und das Rohpcptid mit 10% Eisessig extrahiert Gefriertrock- 
nung des Extraktes aus 10% Eisessig ergab 900 mg des Rohpeptides. Das Rohpeptid wurde iiber reversed-phase 
HPLC mit einem Gradienten von 40%— 65% CH3CN in 0.1% TFA gereinigt Das Produkt eluierte in drei 
Fraktionen, welche vereinigt, eingeengt und lyophilisicrt eine Ausbeute von 65 rag eines weiBcn Feststoffs rait > 
95% Reinheit ergaben. 

AminosSurenanalyse: Asx 4.13 (4); Glx 6.08 (6); Lys 2.1 7 (2); He 1.02 (1); Phe 0.98 (1); Arg Z24 (2); Met 2.04 (2); Ser 
1.60 (2) teiiweise Zerstorung wahrend der Hydrolyse; Gly 1.01(1); Val Z84 (3); Leu 5.12 (5); His 2.93 (3); Trp 
1.01(1); Orn 1.02(1). 
IS-MS.-4128.2. 

Beispiel 2 

Herstellung des cyclischen hPTH(l -34) Fragmentes der SEQ ID NO: 14 
SVSEIQLNIeHNLGOmHLNENIeERVEWLRKKLQDVHNF 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Nle His Asn Leu Gly 
1 5 10 
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Om His Leu Asn Glu Nle Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

Beispiel 2 wurde analog nach der fur Beispiel 1 beschriebenen Methode synthetisiert Es wurden 68 mg eines 
weiBen Feststoffs mit einer Reinheit > 95% erhaltcn. 
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Am.nosaurenanalyse: Asx 4.06 (4); GIx 5.93 (6); Lys 2.23 (2); lie 0.90 (1); Phe 1.06 (1); Arg 222 (2); I NIc Z03 1(2); Ser 
152 (2) teilweise Zerstorung wahrend der Hydrolyse; Gly 1.00 (1); Val 2.79 (3); Leu 5.19 (5); His 2.89 (3); Trp 1.03 
(l);0rn 1.01(1). 
IS-MS:4092.l. 

Dcispiel 3 
PTH-Bindungs-Assay 

Die Zellkulturreagenzien wurden bei Boehringer Mannheim oder Gibco BRL gekauft, die Biochemica bei E. 
Merck, Darmstadt [Nle 8 ' 18 , Tyr 34 ^ PTH(l-34) wurde von Sigma bezogcn und von Amersham International pic, 
Buckinghamshire, England mit Na 125 iodiert Ros 1712.8 Zellen werden in einer 1 : 1 Mischung aus Ham's F-12 
Medium und DM EM, die zusatzlich 100 U/ml Penicillin, 0.1 mg/ml Streptomycin und 10% fdtales Kalberserum 
enth&lt, gezuchtet. Die Zellen werden bei 37° C, 5% C0 2 und 95% rel. Luftfeuchte kultiviert und iwcimal 
wochentlich subkultiviert Die Bindungsassays wurden nach Jttppner et al. J. Biol. Chem. 263, 8557 (1988) 
durchgefuhrt Ros Zellen werden in der Konzentration von 5x 10 4 pro Vertiefung in einer 24-Locn Platte 
ausgesat Das Medium wird alle 2 bis 3 Tage gewechselt Nachdem die Zellen Konfluenz erreicht haben, wird das 
Medium fur drei aufeinanderfolgende Tage taglich gewechselt. F0r die Bindungsassays werden die Zellen mit 
Bindungspuffer (50 mM Tris-HC! P H 7.7, 100 mM NaCl, 5 mM KC1, 2 mM ^ JB 5 ^^^ tt ^ 0 e ! 
Pferdeserum, 5% hitzeinaktiviertes fotales Kiilberserum) gewaschen. Radioaktives (Nle , Tyi^]PTH(1 -34) (05 
ml, 2 x 10*cpm/ml) und nichtmarkierter Kompetitor (gelost in Bindungspuffer) werden filr 4 Stunden bei 15 C 
zugegeben. Die Losung wird enlfernt und die Zellen werden dreimal mit ciskaltem Bindungspuffer gewaschen. 
Mit 0.5 ml 02 M NaOH wird lysiert und die Radioaktivitat gemessen. 

Durch Kompetitionsexperimente konnte gezeigt werden (Abb. 1), daO die Bindungsfahigkeit des cychsierten 
[Ornl3-E17;Nle8,18]hPTH(l-34)(entsprichtSEQ N0.14)sich nur unwesentlich von der des Vergleichsfragmen- 
tes unterschcideL 

Kompetitionskurve 



120 
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. (Nle8,18;Tyr3<U hPTH(1-34) 

- clOm13-E17;Nle8.18) hPTHd- 
34) 



-11 



-10 -9 -8 -7 

Kompetitor (log M) 
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Sequenzprotokoll 
l)Allgemeine Angaben 

i) Anmelder: 

A) Name: Boehringer Mannheim GmbH 

B) StraBe: Sandhofer Str. 1 16 

C) Ort: Mannheim 

E) Land: Germany 

F) Postleitzahl: 68298 

G) Telefon: 06211759-2019 

i^BMei^^g dw^dung: Neue cyclische Parathorraonfragmente, Verf ahren zu deren Herstellung und 
diese enthaltende Arzneimittel 

iii) Anzahl der Sequenzcn: 14 

iv) Computer— lesbare Fassung: 
A) Datentrager: Floppy disk 
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B) Computer: IBM PC compatible 

C) Betriebssystem: PC— DOSl MS-DOS 

D) Software:Patent in Release # 1.0, Version # 1.30 (EPA) 

2)AngabenzuSEQlDNO:l 

i) Sequenzkennzeichen 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosfiure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: linear 

ii) Art des Molekiils: Peptid 
xi)Sequenzbcschreibung:SEQ ID NO: 1 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu 
15 10 15 

Asn Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 



Val His Asn Phe 



2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2 



i) Sequenzkennzeichen: 

A) LSnge: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strang Form: Einzelstrang 

D) Topologie . linear 

ii) Art des Molekiils: Peptid 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 2: 



Ala Val Ser Glu lie Gin Phe Met His Asn Leu Gly Lys Lys Leu 
15 10 15 

Ser Ser Met Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 



Val His Asn Phe 



2) Angaben zu SEO ID NO: 3 



i) Sequenzkennzeichen: 

A) LSnge: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: linear 

ii) Art des Molekiils: Peptid 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 3: 

Ala Val Ser Glu Me Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu 

1.5 10 15 

Ala Ser Val Glu Arg Met Gin Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 

Val His Asn Phe 
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2) Angaben zu SEQ ID NO: 4 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: linear 

ii) Art des MolekQls: Peptid 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 4: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu 
15 10 15 

Ser Ser Leu Glu Arg Val Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 



Val His Asn Phe 



2) Angaben zu SEQ ID NO: 5 



i) Scquenzkennzeichcn: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: linear 

ii) Art des Molekuls: Peptid 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 5: 

Ser Val Ser Glu Met Gin Leu Met His Asn Leu Gly Glu His Arg 
15 10 15 

His Thr Val Glu Arg Gin Asp Trp Leu Gin Met Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 



Val His Ser Ala 



2) Angaben zu SEQ ID NO: 6 



i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des MoIekUls: Peptid 
be) Merkmal 

A) Name/Schliissel: Binding-site 

B) Lagel3..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 6: 

Ser Val Ser G!u lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Om His Leu Asn Glu Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 
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2)AngabenzuSEQ ID NO: 7 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art:Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des MolekOls: Peptid 
be) Merkraa! 

A) Name/SchJussel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 7: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Orn His Leu Asn Asp Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

2) Angaben zu SEQ ID NO: 8 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art; Aminos3ure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des Molekuls: Peptid 
ix) Merkmal 

A) Name/Schliissel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO:8: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly. 
1 5 10 

Lys His Leu Asn Glu Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 

25 ' 30 

2) Angaben zu SEQ ID NO:9 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminos&uren 

B) Art: Aminosaurc 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des MolekUls: Peptid 
ix) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lagel3..I7 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 9: 
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Ser Vai Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Lys His Leu Asn Asp Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

2) Angaben zu SEQ ID NO: 10 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des Molekuls: Peptid 
be) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi)Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 10: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Glu His Leu Asn Om Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

2) Angaben zu SEQ ID NO: 11 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie: cyclisch 

ii) Art des Molekuls: Peptid 
ix) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 11: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Asp His Leu Asn Om Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 



2) Angaben zu SEQ ID NO: 12 



i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 
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D)Topologie:cyclisch 
ii) Art des Molekuls: Peptid 
ix) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 1 2: 



Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Glu His Leu Asn Lys Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

2) AngabenzuSEQ ID NO: 13 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) Lange: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologie : cyclisch 

ii) Art des Molekuls: Peptid 
ix) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lage:13..17 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 1 3: 

Ser Val Ser Glu lie Gin Leu Met His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Asp His Leu Asn Lys Met Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 

2)Angaben zu SEQ ID NO: 14 

i) Sequenzkennzeichen: 

A) L3nge: 34 Aminosauren 

B) Art: Aminosaure 

C) Strangform: Einzelstrang 

D) Topologi e : cyclisch 

ii) Art des Molekuls: Peptid 
be) Merkmal 

A) Name/Schlussel: Binding-site 

B) Lage:13..t7 

xi) Sequenzbeschreibung: SEQ ID NO: 14: 

Ser Val Ser Glu He Gin Leu Nle His Asn Leu Gly 
1 5 10 

Orn His Leu Asn Glu Nle Glu Arg Val Glu Trp Leu 
15 20 

Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
25 30 
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Patentanspruche 

1. Cyclische Parathormonfragmente umfassend die Aminosauresequenzen von hPTH(l-34), bPTH(l-34), 
pPTH(l-34) rPTH(l-34) oder cPTH(l-34), die am C-terminalen Ende gcgebenenfalls urn bis zu vier Amino- 
sauren verlangert und am N-terminalen Ende gegcbenenfalls urn bis zu drei Aminosauren verkiirzt sem 
kbnnen, wobei die Cyclisierung jeweils zwischen den Aminosauren der Positionen 13 und 17 vorhegt und 
entweder die Aminosaure in Position 13 L-Orn, D-Orn, L— Lys oder D-Lys ist, wahrend i die^inosau- 
re in Position 17 L-Glu, D-Glu, L-Asp oder D-Asp ist oder die Aminosaure in Position 3 L-Glu, D-Glu. 
L-Asp oder D-Asp ist, wahrend die Aminosaure in Position 1 7 L-Om, D-Orn, L-Lys oder D-Lys ist. 

2. Parathormonfragmente nach Ansprueh 1, dadurch gekennzeichnet, daB Meth.on.n durch Norleucm 

3!parathormonfragmente nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die C-termina- 
le Aminosaure zur Stabilisierung der Fragraente ausgetauscht isL 

4. Parathormonfragmente nach Ansprueh 3, dadurch gekennzeichnet, daB in der Ammosauresequenz von 
hPTHO -34)^6 durch ^yrersetzt ist. J n r ^ » 

5. Parathormonfragmente nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die C-terminale 
Carboxylgruppe in freier Form oder in Form eines physiologisch vertraglichcn Salzcs vorhegt oder amidiert 
ist und eine Gruppe der Formel -CONR'R 2 darstellt, wobei R' und R 2 gleich oder verschieden sind und 
Wasscrstoff oder eine Ci-Qs-Alkylgruppebedcuteri. - . . . . Q . A .„ 

6. Parathormonfragmente nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch ge kennzeichncU daB sie die Amino- 
sauresequenzen der SEQ ID Nr. 6, SEQ ID Nr. 7, SEQ ID Nr. 8, SEQ ID Nr. 9. SEQ ID Nr. 10, SEQ ID Nr. 1 1 , 
SEQ ID Nr. 12, SEQ ID Nr. 13 oder SEQ ID Nr. 14 aufweisen. 

7 Verfahren zur Herstellung von cyclischen Parathormonfragmenten gemaB den Anspruchen 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB man nach der Festphasensynthese als erstes die geschutzte C-termmale 
Aminosaure des herzustellenden Fragmentes an ein gceignetes Tragermatenal kuppelt, nach Abspaltung 
der Schutzgruppc der gekuppelten Aminosaure auf der Festphase die nachste geschutzte Aminosaure an 
die vorhergchende kuppelt und so in der Reihcnfolge fortfahrt, die der Ammosauresequenz in dem herzu- 
stellenden Fragment entspricht, dann die Seitenkcttencyclisierung mittels Lactamisierung entweder mil 
dem vom Trager abgespaltenen Peptid in der flussigen Phase oder mit dem am Trager gebundenen Peptid 
nach Aufbau der gesamten Sequenz oder dem Aufbau einer Teilsequcnz inclusive der beiden zu cychsieren- 
den Aminosauren durchfuhrt, am Ende der Synthese das vol) geschutzte Peptid vom Tragermatenal 
abspaltet, die Schutzgruppen abspaltet und die crhaltenen cyclischen Parathormonfragmente mit an sich 
bekannten Chromatographieverfahren reinigt 

8 Verfahren nach Ansprueh 7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Lactamisierung der Seitcnketten auf 
dem Tragermatenal nach Aufbau des C-terminalen Teils der Peptidsequenz, inclusive der beiden Uber die 
jeweilige Seitenkette zu cyclisierendcn Aminosauren durchfuhrt, und nach erfolgtem RmgschluB die restu- 
che Peptidsequenz sukzessive kuppelt. « , . .. n 

9. Arzneimittel enthaltend als aktiven Wirkstoff cin oder mehrere cyclische Parathormonfragmente gemaB 
den Anspruchen 1 bis 6 neben ublichen Hilfs- und Zusatzstoffen. 

10. Arzneimittel nach Ansprueh 9 mit calciumregulierender Wirkung. 

1 1 Arzneimittel nach Ansprueh 9 mit antiproliferativer Wirkung auf die epidermale Zellproliferation. 
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